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Résumé
Les produits naturels sont reconnus depuis longtemps comme une source de
médicaments importante. Par exemple, entre 1940 et 2002, 40% des nouveaux
anticancéreux étaient d'origine naturelle ou dérivée de produit naturel. Jusqu'à maintenant
moins de 10 % des espèces du règne végétal ont été testées pour leur activité biologique. La
plupart des espèces végétales de la forêt boréale n'ont jamais fait l'objet d'études
approfondies sur les produits naturels bioactifs. Pourtant, les amérindiens utilisaient
plusieurs de ces plantes pour traiter des maux très variés. Le Ledum groendlandicum {L.
groenlandicum) est une de ces espèces et était utilisé pour traiter différentes pathologies
impliquant des mécanismes d'oxydation ou d'inflammation comme l'asthme, les
rhumatismes et les brûlures. Les espèces réactives de l'oxygène et de l'azote contribuent
significativement à ces pathologies. Malheureusement, très peu d'études scientifiques ont
été effectuées pour démontrer l'activité biologiquede cette plante. Dans ce travail, les
activités antioxydante, anti-inflammatoire et anticancéreuse d'extraits méthanoliques des
branches et des feuilles de cette espèce ont été évaluées. Les deux extraits ont montré une
activité antioxydante déterminée avec le test ORAC et un test sur cellule. De plus, les
extraits ont démontré une activité anti-inflammatoire significative en inhibant le
relâchement d'oxyde nitrique par 28% pour les tiges et par 17% pour les feuilles (25 ug/ml)
dans les macrophages de souris (RAW 264.7) stimulé au LPS ce qui est comparable à
l'effet du N-omega-nitro-L-arginine, un inhibiteur de l'oxyde nitrique synthétase, à une
dose similaire. L'extrait de branche a aussi démontré une activité anticancéreuse
significative avec une IC50 de 43±1 ^g/ml sur les carcinomes du colon (DLD-1) et de 65±8
ug/ml sur l'adénocarcinome du poumon (A-549). Une isolation guidée par l'activité
anticancéreuse a permis d'isoler un triterpène bien connu, l'acide ursolique. Cette molécule
était active contre les DLD-1 (IC50: 9,3 ± 0,3 |^ M) et contre les A-549 (IC50: 8,9 ± 0,2 uM)
suggérant qu'elle serait responsable, du moins en partie, de l'activité anticancéreuse de
l'extrait de branches de L. groenlandicum.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
Introduction
La forêt boréale est l'une des ressources naturelles les plus importantes du Québec et au
Canada. Cet écosystème, majoritairement constitué de conifères, occupe 71% de la
superficie du Québec (Ministère des Ressources Naturelles et de la Faune). L'industrie
forestière exploite commercialement certaines de ces espèces (épinette noire et blanche, pin
gris, etc.) lui permettant de générer une activité commerciale importante tout en employant
plusieurs milliers de personnes. Malheureusement, cette industrie génère beaucoup de
pertes de matériel végétal, autant lors des coupes (branchage, feuillage, écorce) qu'après
celles-ci. Par exemple, lors de la régénération après coupe ou après feu, des espèces
d'éricacées comme le kalmia et le thé du Labrador sont considérées comme nuisibles
puisqu'elles compétitionnent avec le retour des espèces commerciales (Mallik 1995).
Plusieurs recherches actuelles tentent de trouver des moyens (scarifiage par exemple)
d'éradiquer les éricacées après coupe ou simplement d'empêcher leur retour. Cependant, il
pourrait être intéressant de trouver de nouvelles voies de valorisation pour ces espèces. Il
est d'ailleurs reconnu dans le monde scientifique que les produits d'origines naturelles sont
une source importante d'agent thérapeutique. Par exemple, 40% des nouveaux
anticancéreux découvert entre 1940 et 2002 était d'origine naturelle (Newman et al. 2003).
De plus, plusieurs des plantes de la forêt boréale étaient utilisées dans la médecine
traditionnelle amérindienne pour traiter une grande variété de pathologies (Moerman 2000).
Le Ledum groendlandicum Retzius (L. groenlandicum), communément appelé lédon du
Groenland, thé du Labrador ou thé velouté, fait partie de la famille des éricacées. Le nom
Ledum groendlandicum Oeder est également souvent employé dans la littérature. Le
département Américain de l'agriculture le classe dans le genre Rhododendron dans lequel
la sous-section ledum comporte 23 espèces récemment regroupées en 9 espèces (Tableau
1). Par contre, cette classification n'est pas encore acceptée par tous.
Tableau 1 : Taxonomie et aire de distribution des espèces du genre ledum (USDA, GRIN
database)
Nom valide de la sous-section
Ledum du genre Rhododendron
Rhododendron tomentosum
Harmaja
R. subarcticum Harmaja
R. diversipilosum (Nakai)
Harmaja
R. groenlandicum (Oeder) Kron &
Judd
R. hypoleucum (Kom.) Harmaja
R. neoglandulosum Harmaja
R. subulatum (Nakai) Harmaja
Ancien nom dans le genre
Ledum
Ledum tomentosum Stokes
L. palustre L. var. dilatatum
Wahlenb.
L. palustre L.
L. palustre L. ssp. decumbens
(Ait.) Hultén
L. decumbens (Aiton) Lodd. ex
Steud
L. palustre L. var. decumbens
Aiton
L. palustre L. ssp. diversipilosum
(Nakai) H. Hara
L. palustre L. var. diversipilosum
Nakai
L. palustre L. var. nipponicum
Nakai
L. nipponicum (Nakai) Tolm.
L. palustre L. ssp. groenlandicum
(Oeder) Hultén
L. latifolium Jacq.
L. groenlandicum Oeder
L. hypoleucum Kom.
L. glandulosum Nutt.
L. subulatum (Nakai) A.P.Khokhr.
& Mazurenko
L. palustre L. ssp. angustissimum
Vorosch.
L. palustre L. var. angustum E.
Busch.
Aire de distribution connue
Russie, Japon, Corée, Finlande,
Suède, Autriche, Allemagne,
Norvège, Pologne, Ukraine,
Czechoslovaki, Biélorussie,
Russie (Sibérie est et ouest,
Kamchatka, Magadan, Sakhalin),
Japon, Korée, Canada, Alaska
Russie (Sakhalin), Japon
Canada, USA
Russie (Khabarovsk, Kurile
Islands, Primorye), Korée
Idaho, Montana, Oregon,
Washington, Wyoming,
Californie, Nevada, Utah,
Colombie-Britannique
Est de la Russie, Chine, Corée
R. tolmachevii Harmaja
R. * columbianum (Piper)
Harmaja
Most probably R. groenlandicum
x R. neoglandulosum
L. palustre L. var. subulatum
Nakai
L. macrophyllum Tolm.
L. palustre L. var. yesoënse Nakai
L. columbianum Piper
L. glandulosum Nutt var.
columbianum (Piper) Hitchc.
Russie (Amur, Magadan,
Sakhalin)
Colombie-Britannique, Californie,
Oregon, Washington
Le L. groenlandicum est un arbuste à tige ligneuse de 30 à 120 cm de hauteur,
largement distribué dans la forêt boréale mais surtout retrouvé dans les milieux humides
comme les tourbières à sphaigne. Il est également souvent associé à des peuplements
ouverts et nordiques d'épinettes noires, d'épinettes blanches et de mélèzes. On le retrouve
de l'Alaska au Groenland et il s'étend au sud jusqu'en Pensylvannie (Tableau 1). La Flore
Laurentienne (Marie-Victorin 1995) rapporte qu'il s'agit de la seule espèce de ce genre au
Québec à l'exception du Ledum decumbens qu'on retrouverait dans la région de l'Ungava
soit à l'extrême Nord de la province. En Amérique du Nord, on retrouve également le
Ledum columbianum et le Ledum glandulosum sur la côte Ouest. Finalement, selon la
nouvelle classification de la USD A, le L. groenlandicum est maintenant regroupé avec le L.
latifolium Jacq. et le L. palustre L. ssp. groenlandicum (Oeder) Hultén pour ne former
qu'une seule espèce. Malgré l'existence de cette nouvelle classification, le terme Ledum
groenlandicum (L. groenlandicum) à été utilisé dans le texte.
On reconnaît le L. groenlandicum facilement par ses feuilles à bords révolutés, vertes du
côté supérieur mais orangées et tomenteuses du côté inférieur (Marie-Victorin 1995),
comme le montre la figure 1. Ses feuilles possèdent la caractéristique de persister plus d'un
an, permettant ainsi à la plante de maximiser l'apport énergétique par une photosynthèse
débutant très tôt en saison estivale. La partie supérieure de sa tige grêle, brune rougeâtre et
luisante est presque complètement obscurcie par un duvet brun-roux, tandis que la partie
inférieure est glabre. Le L. groenlandicum fleurit pendant un mois, de fin mai à fin juin, et
il produit des fleurs blanches hermaphrodites réunies en glomérules ombelliformes (Figure
1). Par contre, il se reproduit surtout de manière végétative (Jobidon 1995).
Figure 1 : L. groenlandicum (The Rook Family Home Page, 2004; Connecticut Botanical
Society, 2004)
Le L. groenlandicum est une plante intolérante à l'ombre; il fait d'ailleurs souvent partie
des premiers colonisateurs après un feu (Jobidon 1995). Small a aussi démontré que le L.
groenlandicum était l'espèce utilisant le plus efficacement les ressources naturelles du
milieu (Small 1972). Ceci lui procure un avantage compétitif qui se traduit souvent par une
faible croissance des autres espèces présentes comme les jeunes épinettes noires. De plus,
Inderjit et Malik ont montré que le L. groenlandicum contribue à modifier la chimie du sol
ce qui pourrait inhiber selon eux la croissance et la régénération de l'épinette noire (Inderjit
and Mallik 1996 ; Inderjit and Mallik 1997).
Dans la médecine traditionnelle amérindienne, le L. groenlandicum était couramment
utilisé pour traiter une grande variété de malaise. Le Frère Marie-Victorin (Marie-Victorin
1995) fait d'ailleurs mention d'une utilisation trois fois par jour par la femme sur le point
d'accoucher en tant que stupéfiant léger. Les utilisations les plus courantes, autres que la
confection de thé par pratiquement toutes les tribus, sont listées dans le tableau 2.
Tableau 2: Utilisation ethnopharmacologique du L. groenlandicum (Moerman 2000)
Espèces
Ledum
groenlandicum
Retzius
Partie de la plante
utilisée et type de
traitement
Plante entière
Infusion plante entière
Poudre de racine
Infusion de feuilles
Infusion de bourgeons
Bois bouilli
Feuilles fraîches
mâchées
Emplâtre de feuilles
Problèmes traités
Rhume
Troubles nasales
Mal de tête et en tant que
tonic
Mal de reins
Goutte
Brûlures et ulcères
Tuberculose
Mal d'estomac
Utilisée comme diurétique
Mal de reins; avec du sucre
pour donner de la vigueur
après l'accouchement
Pour purifier le sang
Mal de gorge
Piqûres d'insecte, rhuma-
tismes et en tant que
traitement orthopédique
Traitement dermatologique
Blessures diverses
Brûlures et en tant
qu'émétique
Trouble des seins, des
brûlures et associé à de
Tribus amérindiennes et
références
Micmac (Chandler et al. 1979),
Abnakis (Rousseau 1947),
Kitasoo, Haisla, Hanaksiala,
Oweekeno (Compton 1993)
Abnakis (Rousseau 1947)
Algonquins (Black 1980)
Malecite (Mechling 1959),
Okanagan (Turner et al. 1990)
Montagnais (Speck 1917)
Chippewas (Densmore 1928)
Haisla et Hanaksiala (Compton
1993)
Bella Coola (Smith 1929)
Crée (Beardsley 1941), Micmac
(Speck 1917)
Makah (Gill 1983)
Makah (Gunther 1973),
Montagnais (Speck 1917)
Oweekeno (Compton 1993)
Crée de la Baie d'Hudson
(Holmes 1884)
Crée (Beardsley 1941)
Crée (Leighton 1985)
Emplâtre de plante
entière
Décoction de plante
entière
Décoction de feuilles et
de petites branches
Feuilles
Infusion ou emplâtre de
plante entière
l'huile de poisson pour la
cicatrisation du cordon
ombilical
Fièvre
Traitement dermatologique
Pneumonie et en tant que
traitement pulmonaire
Troubles de la vision
Pour augmenter l'appétit
Asthme
En tant que narcotique
Jaunisse
Montagnais (Speck 1917)
Crée (Leighton 1985), Shuswap
(Palmer 1975)
Crée (Leighton 1985)
Shuswap (Palmer 1975)
Haisla et Hanaksiala (Compton
1993), Nitinaht (Gill 1983)
Micmac (Speck 1917)
Kwakiutl (Turner et Bell 1973)
Montagnais (Speck 1917)
Plusieurs tribus amérindiennes utilisaient le L. groenlandicum pour traiter des
pathologies impliquant un processus inflammatoire comme les brûlures, les rhumatismes,
l'arthrite et l'asthme. L'inflammation est un processus très bien orchestré qui fait partie des
mécanismes de défense naturels. Le rôle de l'inflammation est d'éliminer l'agent agresseur,
de stopper l'atteinte tissulaire et, par la suite, de rétablir l'homéostasie et la fonction du
tissu. Cependant, dans certaines circonstances, l'équilibre homéostatique est rompu
entraînant une anarchie dans la réparation et, par la même occasion, une chronicité de
l'inflammation de même qu'une atteinte fonctionnelle du tissu. Les dérivés actifs de
l'oxygène (ROS) et de l'azote (RNS), générés par les macrophages activés, sont en partie
responsables de l'altération tissulaire (Bauerova and KBezek 1999; Rahman 2002; Horton
2003). Le paragraphe suivant décrit les principaux ROS et RNS ainsi que leur toxicité.
Les ROS sont constamment produit par le métabolisme cellulaire, surtout dans les
mitochondries. Environ 95 % de l'oxygène consommé par la respiration cellulaire est
réduite en eau alors que le 5 % restant est transformé en ROS (Figure 2) (Becker 2004).
Comme le montre la figure 2, l'anion superoxide (O2 ") est l'un des premiers ROS produit.
En temps normal, l'anion superoxide est en équilibre avec sa forme protonée (HO2) qui
peut engendrer des dommages aux acides gras et à la membrane cellulaire lorsqu'il se
retrouve en excès. Ces dommages sont prévenus par la superoxide dismutase qui
transforme l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogène (H2O2). Alors que la catalase et le
glutathion peroxydase détoxifient le peroxyde d'hydrogène en eau. Par contre, dans
certaines circonstances, l'homéostasie est rompue et le système antioxydant endogène
n'arrive plus à éliminer la totalité des ROS formés induisant ainsi une augmentation de la
concentration de ceux-ci. Dans ces conditions de stress oxydatif, le peroxyde d'hydrogène
peut réagir avec des ions métalliques (Fe, Cu) par la réaction de Fenton pour produire le
radical hydroxyl (OH). Ce dernier réagit directement au site de formation avec les
biomolécules tel que l'ADN, les lipides et les protéines (Figure 2) (Becker 2004).
ROS signaling
protection
lipids DNA proteins
Figure 2 : Métabolisme de l'oxygène (Becker 2004)
Les RNS sont quant à eux engendrés à partir de l'oxyde nitrique (NO). Le NO est une
molécule importante qui est produite par différents types cellulaires (neurones, cellules
endothéliales, etc.). Il joue un rôle dans la signalisation cellulaire et dans le système
immunitaire en tant qu'agent cytotoxique en engendrant des effets toxiques sur les
organismes infectieux comme les bactéries ou en régulant la mort des cellules hôtes
affectées. Le NO est synthétisé à partir de la L-arginine et de l'oxygène moléculaire (éq. 1)
via une réaction catalysé par l'oxyde nitrique synthase (NOS) :
L-arginine + O2 ~jms—• L-citruline +NO (éq. 1)
Le NO est constamment produit par la NOS-1 (nNOS) et la NOS-3 (eNOS) souvent en
réponse à une augmentation de la concentration de calcium comme c'est le cas à l'arrivée
d'un potentiel d'action. Lors des réponses immunitaires, la NOS inductible (iNOS ou NOS-
2), induit la production d'une grande quantité de NO. À haute concentration, celui-ci est
rapidement oxydé pour produire des RNS comme le dioxyde d'azote (NO2), le trioxyde de
diazote (N2O3) et le tetraoxyde de diazote (N2O4) Certain des RNS former sont très
instables et toxiques pour les cellules (Coleman 2001). Ultimement, le NO et le O2""
peuvent aussi réagir ensemble pour donner le peroxynitrite (ONOO'~) qui est un oxydant
très réactif qui contribue à la dégradation des tissus dans les processus inflammatoires
chroniques (Szabo 2003). En effet, cet oxydant agit a différent niveau comme par exemple
en inhibant les enzymes antioxydantes, en dégradant l'ADN et ultimement en causant
l'apoptose (Szabo 2003). Le glutathion (GSH) est l'antioxydant le plus important contre les
RNS alors qu'elle réagit avec ceux-ci pour générer la S-nitrosoglutathion (GS-NO) qui joue
ainsi un rôle de réservoir de NO (Coleman 2001). La figure 3 résume la production et les
voies de signalisation cellulaire associées au NO.
10
Physiological (calcium) signal:
ftecepior agonist
Electrical impulso
Immunological signal:
LPS, IL-1.TNF-W IFIM
/NOS-2 \
I ->IDRNA I
\ -»protein/
^ *S NO
Oxidative strass
Figure 3 : Production et signalisation associées au NO (Coleman 2001)
En temps normal, les RNS et les ROS sont essentielles au bon fonctionnement du
métabolisme cellulaire. Ils sont normalement éliminés sans causer de dommages aux tissus.
Malheureusement, lorsqu'ils sont présents en trop grande quantité, les ROS et les RNS
deviennent nuisibles en causant un stress oxydatif (Turrens 2003). Le stress oxydatif peut
se traduire par une oxydation des biomolécules comme les protéines, les lipides et l'ADN
(Halliwell et al. 1995). Les maladies inflammatoires chroniques comme les rhumatismes,
l'asthme et les brûlures sont connues pour générer des ROS et RNS en plus grande quantité
(Bauerova and KBezek 1999; Rahman 2002; Horton 2003).
Une diminution du système antioxydant cellulaire laisse donc le champ libre à tous ces
agents oxydants qui peuvent provoquer plusieurs problèmes de santé reliés à
l'inflammation et à l'oxydation. Il a été démontré par plusieurs chercheurs que des
molécules antioxydantes ou anti-inflammatoires pouvaient contribuer au traitement de
pathologies comme l'asthme, les brûlures et les rhumatismes. Ces molécules peuvent agir
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en inhibant la formation de l'anion superoxyde, de l'oxyde nitrique et par conséquent du
peroxynitrite (Bauerova and KBezek, 1999; Rahman, 2002; Horton, 2003). Il est possible
de verifier de manière expérimentale la capacité antioxydante ou anti-inflammatoire d'une
molécule. Brièvement, la capacité antioxydante est vérifiée par un test chimique (ORAC)
dans lequel on mesure la capacité d'une molécule à réduire l'oxydation d'une sonde
fluorescente résultant en une baisse de fluorescence (Ou et al. 2002). La capacité
antioxydante peut également être mesurée sur des cellules en incubant celles-ci en présence
de DCFH-DA et en quantifiant l'inhibition de son oxydation par le tBH (Legault et al.
2003). Pour l'activité anti-inflammatoire, on peut mesurer l'inhibition du relâchement de
NO induit par des macrophages stimulés par le LPS (Green et al. 1990).
Peu d'études scientifiques ont été effectuées pour démontrer l'efficacité du L.
groenlandicum contre l'inflammation et l'oxydation. Cependant, l'équipe d'Owen s'est
penchée sur le L. groenlandicum en testant la capacité d'inhibition de la xanthine oxydase
par des plantes traditionnellement utilisées contre la goutte. Les feuilles de L.
groenlandicum se sont avérées très efficaces, avec une inhibition d'environ 50 % à une
concentration de 100 |ag/ml. Cette inhibition serait due aux tanins qui sont connus pour
avoir la capacité de se lier non spécifiquement aux enzymes et ainsi les inhiber (Owen and
Johns 1999). Ceci concorde avec les travaux de Pieroni qui utilise le L. groenlandicum en
tant que témoin positif contre l'inhibition de la xanthine oxydase et la péroxydation
lipidique (Pieroni et al. 2002). On retrouve également très peu d'information sur la
composition chimique et les autres activités àuL. groenlandicum. La composition chimique
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de l'huile essentielle de cette espèce est connue. En effet, les travaux de maîtrise de Belleau
ont montré que le sabinène, l'a- et P-pinène, l'a-humulène, l'a- et P-sélinène, le
germacrène-B et le germacrone sont les produits majeurs présents dans l'huile essentielle
de L. groenlandicum (Belleau 1990). Cette huile essentielle possède d'ailleurs la propriété
de réduire le nombre de mutations induites par l'uréthane dans les ailes de Drosophila
melanogaster lors du test de mutation somatique (SMART) (Idaomar et al 2002). De plus,
la forte concentration de tanins éloignerait les insectes herbivores selon l'étude de Reader
(Reader 1978). Considérant le peu d'études réalisées sur le L. groenlandicum, il est
pertinent d'évaluer l'activité biologique et la composition chimique de cette espèce,
notamment l'activité antioxydante et anti-inflammatoire.
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Problématique et Objectifs
Des problèmes de santé publique important liés à des maladies inflammatoires
chroniques telles que l'asthme et l'arthrite sont de plus en plus présents dans notre société.
Toutes ces maladies impliquent un processus inflammatoire dans lequel l'oxydation des
biomolécules est impliquée. Les amérindiens utilisaient plusieurs plantes pour traiter des
pathologies impliquant un processus pro-inflammatoire tel que le L. groenlandicum.
Cependant, peu de travaux ont été réalisés sur l'activité biologique de cette espèce.
L'objectif principal de ce travail de recherche était d'étudier l'activité biologique du L.
groenlandicum. Les objectifs spécifiques de ce travail de recherche visaient à évaluer : (i)
l'activité antioxydante du L. groenlandicum à l'aide de deux tests soit le test ORAC et un
essai cellulaire; (ii) l'activité anti-inflammatoire sur un modèle de macrophage stimulé au
LPS; (iii) diverses activités antiproliférative comme l'activité anticancéreuse, antifongique
et antibiotique et finalement; et (iv) à identifier des composés responsables des activités
biologiques
CHAPITRE 2
PUBLICATION
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Résumé
Le thé du Labrador (Ledum groenlandicum Retzius) est une espèce d'éricacée largement
distribuée en Amérique du Nord. Les feuilles et la tige de cette plante étaient utilisées dans
la médecine traditionnelle amérindienne pour traiter diverses pathologies impliquant de
l'inflammation telles que l'asthme, les rhumatismes et les brûlures. Les radicaux libres
oxygénés et azotés comme l'oxyde nitrique contribueraient significativement à ces
pathologies. Les activités antioxydante, anti-inflammatoire et anticancéreuse ont été
évaluée pour les extraits méthanoliques des feuilles et des branches de thé du labrador. Il
s'est avéré que les feuilles et les branches montraient une bonne activité antioxydante lors
du test ORAC avec des valeurs de 16±2 et 20±2 umol TE/mg respectivement. Un test sur
cellule renforce ce résultat avec une inhibition de l'oxydation du DCFH induite par le tBH
de 73% pour les feuilles et de 78% pour les branches à une concentration de 0,l|ig/ml.
D'un autre côté, l'activité anti-inflammatoire a été évaluée en mesurant l'inhibition du
relâchement d'oxyde nitrique dans les macrophages de type 264,7 stimulés au LPS.
L'inhibition était de 28% pour les branches et de 17% pour les feuilles ce qui est
comparable à l'inhibition de 24% produite par la N-omega-nitro-L-arginine, un inhibiteur
de l'oxyde nitrique synthétase. L'extrait de branche a aussi démontré une activité
anticancéreuse intéressante avec un IC50 de 43±1 (J-g/ml sur les carcinomes du colon (DLD-
1) et de 65±8 |J.g/ml sur l'adénocarcinome du poumon (A-549). Une isolation guidée par
l'activité anticancéreuse a permis d'isoler un triterpène bien connu, l'acide ursolique. Cette
molécule était active contre les DLD-1 (IC50: 9,3 ± 0,3 jaM) et contre les A-549 (IC50 : 8,9
16
± 0,2 | JM) suggérant qu'elle serait responsable, du moins en partie, de l'activité
anticancéreuse de l'extrait de branches deZ. groenlandicum.
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Abstract
Labrador tea (Ledum groenlandicum Retzius) is an ericaceae widely
distributed in North America. The leaves and twigs were used in Native American
traditional medicine to treat several inflammatory pathologies such as asthma, rheumatisms
and burns. Reactive oxygen species as well as reactive nitrogen species such as nitric oxide
(NO) contribute significantly to these pathologies, hi this study, the antioxidant, anti-
inflammatory and anticancer activities of crude methanol extracts of leaves and twigs from
L. groenlandicum were investigated. Both extracts showed a strong antioxidant activity
using the ORAC method and a cell based-assay. Moreover, the twig and leaf extracts
showed significant anti-inflammatory activity, inhibiting NO release respectively by 28%
and 17% at 25 ug/ml in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. In comparison, N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a nitric oxide synthase inhibitor, reduced NO
release by 24% at 25 ug/ml. The twig extract was also found to be active against DLD-1
colon carcinoma and A-549 lung carcinoma cells, with IC50 values of 43 ± 1 and 65 ± 8
ug/ml respectively. The bioguided study of the twig extract resulted in the isolation and
identification of ursolic acid, a known triterpene. Urso lie acid was active against DLD-1
(IC50 : 9.3 ± 0.3 uM) and A-549 (IC50 : 8.9 ± 0.2 uM), suggesting it is, in part, responsible
of the anticancer activity of the twig extract.
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1. Introduction
Ledum groenlandicum Retzius (Labrador tea) is an ericaceae widely distributed in
North America. It grows from Alaska to Groenland and spreads south to Pennsylvania. It is
a 30 to 120 cm high shrub with densely tomentose twigs. The underside of the leaves is also
covered with brown hairs (Frère Marie-Victorin, 1995). L. groenlandicum is commonly
associated with moss covered wet substrate or with open populations of black and white
spruce or larch (Jobidon 1995). Leaf infusions were often used as a beverage. Leaves and
twigs were used in Amerindian traditional medicine to treat several pathologies such as
inflammatory diseases (Rousseau, 1947; Moerman 2000), asthma (Chandler et al., 1979),
rheumatisms (Gunther, 1973), burns (Leighton, 1985) and diseases of the liver (Burgesse,
1944) and kidney (Chandler et al, 1979; Turner et al., 1980). In spite of the very wide-
spread use of L. groenlandicum, few studies were carried out to support its
ethnopharmacological use.
Reactive oxygen species (ROS), such as superoxide radical, hydrogen peroxide,
hydroxyl radicals and hypochlorous acid, as well as reactive nitrogen species (RNS), such
as nitric oxide and peroxynitrite, contribute significantly to tissue injury in asthma,
rheumatisms and burns (Bauerova and KBezek, 1999; Andreadis et al., 2003; Horton,
2003). Moreover, several studies suggest that antioxidant and anti-inflammatory agents
could be beneficial in the prevention and treatment of these pathologies (Bauerova and
KBezek, 1999; Rahman I, 2002; Horton, 2003).
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In this study, we investigated L. groenlandicum leaf and twig methanol extracts for
their antioxidant, anti-inflammatory and anticancer activities.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals
The solvents were purchased from EMD (Canada). The TLC plates (glass sheets of
silica gel ultra pure 250 um for analytical and 1000 urn for preparative, with indicator F-
254) and silica gel ultra pure (40-63 urn) were supplied by Silicycle (Québec, Canada). All
other reagents were purchased from Sigma-Aldrich.
2.2. Plant material and preparation of crude plant extract
All L. groenlandicum specimens were harvested in July 2004 near lake des Ilets in
the Réserve faunique des Laurentides, Quebec (48°12' N 71°14' W), Canada. The
specimens were identified by Patrick Nadeau (Department of Fundamental Sciences;
Université du Québec à Chicoutimi). Voucher specimen No QFA-492116 has been
deposited at the Louis-Marie Herbarium of Laval University, Quebec, Canada. Leaves and
twigs were separated, dried at room temperature and powdered. Powdered leaves or twigs
(200g) were then extracted in one liter of methanol under reflux for two hours. Afterwards,
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the extracts were filtered, dried with MgSCv and filtered again to eliminate the MgSC>4. The
crude methanol extracts were concentrated under vacuum and finally freeze-dried.
2.3. Cell culture
The human lung carcinoma A-549 (ATCC #CCL-185), colon adenocarcinoma
DLD-1 (ATCC #CCL-221), murine fibrosarcoma L-929 (ATCC #CCL-1) and murine
macrophage RAW 264.7 (ATCC #TIB-71) cell lines were obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA). The A-549, DLD-1, L-929 cell lines
were grown in Minimum Essential Medium with Earle's salts, while the RAW 264.7 cell
line was grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (Mediatech Cellgro®, Herndon,
USA). Both media were supplemented with 10% fetal calf serum (Hyclone, Logan, USA),
solution of vitamins (IX), sodium pyruvate (IX), non-essential amino acids (IX), penicillin
(100 IU) and streptomycin (100 ug/ml) (Mediatech Cellgro®). Cells were cultured in a
humidified atmosphere at 37 °C in 5% CO2.
2.4. Cytotoxicity assay
Exponentially growing cells were plated at a density of 5 x 103 cells per well in 96-
well microplates (Costar, Corning inc.) in 100 ul of culture medium and were allowed to
adhere for 16 hours before treatment. Then, 100 ul of increasing concentrations of extract
or pure compounds dissolved in the appropriate solvent (Sigma-Aldrich) were added. The
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final concentration of solvent in the culture medium was maintained at 0.5%
(volume/volume) to avoid solvent toxicity. The cells were incubated for 48 h in the absence
or in the presence of extract. Cytotoxicity was assessed using the resazurin reduction test as
described by O'Brien (O'Brien et al., 2000). Fluorescence was measured on an automated
96-well Fluoroskan Ascent Fl™ plate reader (Labsystems) using an excitation wavelength
of 530 ran and an emission wavelength of 590 nm. Cytotoxicity was expressed as the
concentration of extract or compound inhibiting cell growth by 50% (IC50).
2.5. Measurement of the antioxidant activity
2.5.1 ORACFL assay
The procedure was modified from the method described by Ou et al. (2001). Briefly,
the ORAC assay was carried out on a Fluoroskan Ascent Fl™ plate reader (Labsystems).
Trolox was used as a control standard. The experiment was conducted at 37.5 °C and pH
7.4, with a blank sample in parallel. The fiuorimeter was programmed to record the
fluorescence of fluorescein every 30 seconds after addition of 2,2'-azobis (2-
amidinopropane) dihydrochlonde (AAPH). The final results were calculated by comparing
the net areas under the fluorescein decay curves between the blank and the samples. ORAC
values were expressed in micromoles of Trolox equivalents (TE) per milligram (umol
TE/mg).
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2.5.2 Antioxidant cell assay using 2',7'-dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA)
Antioxidant activity was evaluated using the DCFH-DA assay as described by
Legault (Legault, et al., 2003), with some modifications. Briefly, L-929 cells were plated in
96 microwell plates at 10,000 cells per well and incubated for 24 hours at 37°C and 5%
CO2. The cells were washed with 150 ul Hank's balanced salt solution (HBSS) at pH 7.4
and incubated for 30 minutes with 100 ul HBSS (pH 7.4) containing 5 uM DCFH-DA
(Sigma-Aldrich). The cells were then washed again with 150 ul HBSS. To assess
antioxidant activity, the cells were incubated either with a growing concentration of
methanol extract from L. groenlandicum, trolox or quercetin, in the absence or presence of
200 uM tert-butylhydroperoxide (tBH). Fluorescence was measured after 1 h and 4 h on the
automated 96-well plate reader (Fluoroskan Ascent FL™, Labsystems) using an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530 nm. Student T-tests corroborated
with Wilcoxon-Mann-Whitney U-tests were used to determine significant differences.
2.6. Total phenolic content
The total phenolic content was determined using the Folin-Ciocalteu reagent
according to the procedure reported by Singleton and Rossi (1965) with some
modifications. Briefly, a volume of 50 ul containing growing concentrations of extract
ranging from 0.39 to 50 mg/ml were mixed with 25 ul of a Folin-Ciocalteu reagent in 96-
well plates. After 2 minutes, 125 ul of sodium bicarbonate solution (0.27 g/ml) was added
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to each well. The plate was shielded from the light and stored for 2 h at room temperature.
Its absorbance was then measured at 758 nm using an automated 96-well Varioskan Ascent
plate reader (Thermo Electron). Analysis was performed in triplicate, and the results were
expressed in tannic acid equivalents.
2.7. Measurement of anti-inflammatory activity by nitrite quantification
Exponentially growing cells were plated in 24-well microplates (BD Falcon) at a
density of 2 x 105 cells per well in 400 ul of culture medium and were allowed to adhere
overnight. Cells were then treated or not with positive control N(G)-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME), or increasing concentrations of methanol extracts dissolved in the
appropriate solvents, and incubated at 37°C, 5% CO2 for 24h. The final concentration of
solvent in the culture medium was maintained at 0.5% (volumevolume) to avoid solvent
toxicity. Cells were then stimulated with 100 ug/ml lipopolysaccharide (LPS). After 24 h,
cell-free supernatants were collected and stored at -80 °C until NO determination using the
Griess reaction (Green et al. 1990) with minor modifications. Briefly, 100 ul aliquots of
cell supernatants were incubated with 50 ul of 1% sulfanilamide and 50 ul of 0.1% N-l-
naphtylethylenediamine dihydrochloride in 2.5% H3PO4 at room temperature for 20 min.
Absorbance at 540 nm was then measured using an automated 96-well Varioskan Ascent
plate reader (Thermo Electron) and the presence of nitrite was quantified by comparison
with an NaNO2 standard curve.
2.8. Isolation and identification of anticancer compound.
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Powdered twigs (100 g) were consecutively extracted using soxhlet with 750 ml of
hexane, diethyl ether and methanol. Anticancer activities of each extract were tested. The
active diethyl ether extract was separated by preparative TLC using chloroform:ethanol
10:1. Eleven bands were collected and tested against cancer cells. The most active fraction
(band 3) was separated by TLC analysis using chloroform:ethanol 20:1 as eluant and
sulfuric acid 20% in methanol as developer. The pink coloring of the main compound in the
fraction suggested a triterpene (Mshvildadze et al., 2004). To isolate this compound, the
diethyl ether extract (6.62 g) was separated by silica gel column using as eluant chloroform
(4 L), chloroform:methanol 90:1 (2.7 L) and chloroform:methanol 80:1 (2.8 L). The
fractions containing active compound were combined and evaporated using a rotative
evaporator to obtain a green solid (560 mg) and then purified with activated coal to
eliminate residual chlorophyll. The remaining yellow solid (239 mg) was separated by
preparative TLC using chloroform:ethanol 40:1 as eluant to obtain pure compound (13 mg).
The pure compound was identified using NMR and MS spectra. A Bruker Avance
spectrometer (jH at 400.13 MHz; 13C at 100.61 MHz) equipped with a 5 mm QNP-probe
was used for NMR experiments (*H and 13C, DEPT 135 and DEPT 90, HSQC, HMBC,
COSY, TOCSY and NOESY). GC-MS analysis were performed on a Hewlett-Packard
mass spectrometer 5972 at 70 eV coupled to an HP 5890 equipped with a DB-5 column (30
m x 0.25 mm x 0.25 urn). Temperature program was 100 °C for 1 min, then 25 °C/min to
280 °C and 5 °C/min to 325 °C and held constant for 30 min. Samples were methylated
with freshly prepared diazomethane prior to injection.
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3. Results and Discussion
3.1. Yield and total phenolic content
As shown in Table 1, the methanol extraction yields of leaves and twigs were of
0.12 g/g of dried biomass. The total phenolic content of both extracts was assessed using
the Folin-Ciocalteu reagent (Singleton and Rossi, 1965). The results presented in Table 1
indicate that the methanolic extracts of leaves and twigs contain high concentrations of
phenolic compounds, with respectively 0.20 and 0.39 g/g of extract.
3.2. Evaluation of in vitro and ex vivo antioxidant activity
In previous studies, it was reported that an extract of L. groenlandicum leaves
possessed some indirect antioxidant activity since it inhibits the xanthine oxydase (Owen
and Johns 1999). This was probably due to the presence of tannins (Owen and Johns 1999).
However, no direct antioxidant activity has been shown for L. groenlandicum extracts. The
antioxidant activity of methanol extracts of leaves and twigs was assessed in vitro using the
ORAC assay (Ou et al., 2001). In Table 1, the results indicate that both extracts were
strongly antioxidant, with ORAC values respectively of 16 ± 2 umol TE/mg for leaves and
20 ± 2 umol TE/mg for twigs. In comparison, the ORAC values of standard phenolic
compounds were 13 ± 3 umol TE/mg for gallic acid and 31 ± 3 umol TE/mg for quercetin.
The antioxidant activity of both extracts was also assessed ex vivo using a cellular based-
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assay (Legault et al., 2003). Results presented in Figure 1 show that 0.1 \ig/m\ of methanol
leaf extract inhibited the tBH-induced oxidation of DCFH by 73%, while the methanol twig
extract inhibited this oxidation by 78%. In comparison, Trolox (0.25 |ig/ml), a water-
soluble vitamin E derivative, and quercetin (0.25 p.g/ml) inhibited DCFH oxidation by 42%
and 82% respectively. These results show that both extracts possess a strong ex vivo
antioxidant activity. This is possibly due to the presence of phenolic compounds. These
results support the ethnopharmacological use of L. groenlandicum in pathologies
implicating ROS.
3.3. Evaluation of the anti-inflammatory activity of methanol extracts on LPS-activated
RAW 264.7 macrophages
A variety of in vitro and in vivo experiments have shown that several phenolic
compounds possess anti-inflammatory activities (Middleton, 1998). Phenolic compounds
have been reported to be beneficial in the treatment of chronic inflammatory diseases
associated with overproduction of nitric oxide (NO) (Jiang and Dusting, 2003). In the
inflammation process, NO is produced from L-arginine by the inducible NO synthase
(iNOS). Peroxynitrite, formed by the rapid reaction between superoxide and NO, is a toxic
substance that contributes to tissue injury in inflammatory diseases (Szabo, 2003).
The presence of phenolic compounds in L. groenlandicum extracts prompted us to
investigate their anti-inflammatory activity. Anti-inflammatory activity was evaluated using
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LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. Stimulation of RAW 264.7 macrophages by
LPS induces iNOS and overproduction of NO. NO released from cells can be detected and
quantified photometrically as its stable product, nitrite, by a simple colorimetric reaction as
described in materials and methods. L-NAME, a NO synthase inhibitor, prevents the
formation of NO in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages (Paul et al, 1997) and thus
was used as positive control. Results presented in Figure 2 show that L-NAME (25 ug/ml)
significantly inhibited NO release by 24%. Both methanol extracts significantly inhibited
NO release in a dose-dependant manner at concentrations ranging from 1.5 to 100 ug/ml.
The twig extract (28% inhibition) was found to be more active than leaf extract (17%
inhibition) at 25 ug/ml. The anti-inflammatory activity could be due, in part, to the
presence of phenolic compounds in the extracts. Cytotoxicity of leaf and twig extracts was
also evaluated towards RAW 264.7 cells. Both extracts were not found to be significantly
cytotoxic at doses ranging from 1.5 to 100 ug/ml (data not shown). Altogether, these results
support the ethnopharmacological use of L. groenlandicum in the treatment of
inflammation diseases implicating NO and peroxinitrite.
3.4. Evaluation of cytotoxicity against tumor cell lines and identification of a bioactive
compound
The anticancer activity of L. groenlandicum has not been shown in literature.
However, two quercetin glycoside derivatives isolated from leaves of Ledum palustre were
found to be cytotoxic against human mouth epidermal carcinoma (KB) (Jin et al., 1999).
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The anticancer activity of both methanol extracts was evaluated against colon
carcinoma cell line DLD-1 and lung carcinoma cell line A-549. As shown in Figure 3A, the
methanol leaf extract was inactive against DLD-1 and A-549 with an IC50 value higher than
100 ug/ml. In contrast, the results presented in Figure 3B show that the methanol twig
extract was active against DLD-1 and A-549, with IC50 value of 43 ± 1 and 65 ± 8 ug/ml
respectively. In order to isolate and identify the bioactive compound responsible for the
anticancer activity, the twigs were extracted successively with hexane, diethyl ether and
methanol and the cytotoxicity of each extract was assessed against DLD-1 and A-549. Only
the diethyl ether extract was significantly active against both cell lines (data not shown).
The bioguided isolation of the major active compound in the diethyl ether extract was
carried out using a silica gel column and a preparative thin layer chromatography plate
(PTLC). NMR and MS analysis allowed to identify the pure isolated compound. The
analysis of NMR spectra DEPT 135 and 13C analysis revealed 30 carbons including seven
methyls, ten méthylènes, six methines and six quaternary carbons. Moreover, NMR spectra
indicate that the double bound was trisubstitued. Altogether, these results suggest that the
compound was a triterpene. The presence of five singlets methyl and two doublet one's
suggests that the compound belongs to the ursane family. Finally, comparison of the NMR
spectra with the literature allowed us to identify the compound as being ursolic acid
(Kriwacki et al. 1989).
Ursolic acid is a known compound found in numerous plants. However, it is the first
time that ursolic acid is reported in L. groenlandicum twigs. It is known to have several
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pharmacological uses, including antibacterial (Collins and Charles 1987), anti-
inflammatory (Fan et al. 2004), analgesic (Costa et al. 2003), antifeedant (Chandramu et al.
2003), antidiabetic (hypoglycaemic) (Basnet et al. 1993), anti-ulcer (Gupta et al. 1981) and
hepatoprotector activities (Shukla et al. 1992). Moreover, ursolic acid contributes to the
anticancer activity of some plants such as Oldenlandia diffusa (Kim et al. 1998) and
Hedyotis corymbosa L. (Hsu et al. 1997). In Japan, it has been recommended to treat skin
cancer. (Muto et al. 1990). Ursolic acid was also found to be active against colon
carcinoma cell lines HCT15 and HT29 (Li et al., 2002; Andersson et al, 2003). In this
study, the anticancer activity of ursolic acid was assessed against DLD-1 and A-549 cell
lines. As shown in Figure 4, ursolic acid was strongly active against
DLD-1 and A-549, with IC50 of 9.3 ± 0.3 uM and 8.9 ± 0.2 uM respectively. Interestingly,
ursolic acid was more active against DLD-1 than standard 5-fluorouracil (IC50: 18 ± 3 uM),
a chemiotherapeutic agent used against colon tumors. Altogether, these results suggest that
ursolic acid is, in part, responsible for the anticancer activity of L. groenlandicum extracts.
Moreover, ursolic acid could contribute to the anti-inflammatory activity of L.
groenlandicum twig extracts. Indeed, ursolic acid isolated from Prunella vulgaris strongly
inhibited nitric oxide production in RAW 264.7 macrophages (Ryu et al., 2000), and have
also been long-recognized as having anti-inflammatory and antihyperlipidemic properties
in laboratory animals (Liu, 1995).
In summary, this study shows that L. groenlandicum extracts possess antioxidant
and anti-inflammatory activities, which supports its ethnopharmacological use. Moreover,
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L. groenlandicum twig extracts were found to be active against lung and colon carcinoma
cell lines. Ursolic acid was isolated and identified for the first time from L. groenlandicum
twigs and could contribute to the anti-inflammatory and anticancer activities of the extract.
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Table 1
Extraction yields, antioxidant activities and phenolic contents of leaf and twig methanol
extracts fromZ. groenlandicum.
Samples
Leaves extract
Twigs extract
Gallic acid
Quercetin
Yields
(g/g)a
0.12
0.12
(-)
(-)
ORAC value
(uMol Trolox/mg)b
16±2
20 ±2
13 ±3
31 ±3
Total phenolic compounds
(g/g)c
0.20 ±0.01
0.39 ±0.02
(-)
(-)
a
 g solid methanol extract/g dried biomass
b
 ORAC : Oxygen Radical Antioxidant Capacity
c
 g total phenolic compounds/g extract: Tannic acid equivalents (mean D S.D.; n=3)
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Fig. 1. Antioxidant effect of leaf and twigs methanol extracts from L. groenlandicum on L-
929 cell lines treated with tert-butyl hydroperoxide. Trolox (0.25 |ag/ml) and quercetin
(0.25 |ig/ml) were used as standards. Each value represents the mean ± S.D. of three
determinations.
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Fig.2. Effect of leaf and twig methanol extracts from L. groenlandicum on NO
overproduction in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. Each value represents the
mean ± S.D. of three determinations.
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Fig.3. Cytotoxic effect of leaf (A) and twig (B) methanol extracts isolated from L.
groenlandicum against carcinoma colon cell lines DLD-1 and lung adenocarcinoma cell
lines (A-549). 5-FU was used as a positive control and exhibited a IC50 of 18 ± 3 uM for
DLD-1 and 4 ± 1 uM for A-549. Each value represents the mean ± S.D. of three
determinations.
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Fig.4. Cytotoxic effect of ursolic acid against carcinoma lung cell line, A-549 (A) and
carcinoma colon cell line, DLD-1 (B). 5-FU was used as a positive control and exhibited a
IC5o of 18 ± 3 uM for DLD-1 and 4 ± 1 uM for A-549. Each value represents the mean ±
S.D. of three determinations.
CHAPITRE 3
ÉTAT D'AVANCEMENT DES TRAVAUX
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Ce travail de recherche a permis de démontrer que le L. groenlandicum possédait des
activités antioxydante, anti-inflammatoire et anticancéreuse. L'acide ursolique, un composé
majoritaire de la plante, a été isolé et pourrait être en partie responsable de l'activité
anticancéreuse. Les résultats de cette étude ont été présentés dans un article qui sera publiés
dans Journal of Ethnopharmacology. L'objectif de cette section vise d'abord à détailler la
caractérisation et l'isolation de l'acide ursolique guidée par l'activité anticancéreuse. De
plus, cette partie a pour but de rapporter les résultats concernant les activités antioxydantes
des extraits de L. groenlandicum et de l'acide ursolique. Les activités anti-inflammatoire,
antifongique et antibiotique des extraits de L. groenlandicum y sont également présentées.
Finalement, cette section décrit les diverses activités biologiques de l'acide ursolique
rapportées dans la littérature en lien avec nos travaux.
Activité anticancéreuse des extraits de L. groenlandicum et identification du composé
responsable de l'activité, l'acide ursolique
L'activité anticancéreuse d'extrait de L. groenlandicum n'avait jamais été démontrée
dans la littérature. Par contre, deux dérivés glycosidiques de la quercétine isolés des feuilles
du Ledum palustre se sont montrés cytotoxiques contre le carcinome de 1'epiderme de la
bouche humaine (Jin et al. 1999) L'activité anticancéreuse des extraits méthanoliques de
feuilles et de branches de cette espèce a donc été testée sur une lignée cellulaire de
carcinome du colon, DLD-1, ainsi que sur une lignée cellulaire d'adénocarcinome du
poumon, A-549. L'extrait méthanolique de feuilles s'est avéré inactif avec une IC50 de plus
de 100 ug/ml sur les deux lignées. Par contre, l'extrait méthanolique de branche a démontré
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une activité anticancéreuse intéressante avec une IC50 de 43±1 ug/ml sur les carcinomes du
colon (DLD-1) et de 65±8 ng/ml sur l'adénocarcinome du poumon (A-549). Une isolation
guidée par l'activité anticancéreuse a permis d'isoler un triterpène bien connu, l'acide
ursolique (Figure 4). Cette molécule était active contre les DLD-1 (IC50: 9,3 ± 0,3 (xM) et
contre les A-549 (IC50: 8,9 ± 0,2 uM) suggérant qu'elle pourrait être responsable de
l'activité anticancéreuse de l'extrait de branches de L. groenlandicum (Dufour et al., 2006).
La figure 5 présente le schéma détaillé menant à l'isolation de cette molécule.
L'identification de l'acide ursolique a été effectuée à l'aide de la résonance magnétique
nucléaire et de la spectrométrie de masse. Ces données spectroscopiques ont également été
comparées avec celles de la littérature afin de confirmer l'identification de l'acide
ursolique. Les spectres RMN et les spectres de masse se retrouvent en annexe. Il est
important de mentionner que le produit isolé doit être méthylé avant de procéder à l'analyse
par GC-MS. Le spectre de masse obtenu a permis d'identifier le produit isolé comme étant
l'acide ursolique (selon la banque commerciale de spectre de masse NBS 75K). En RMN,
le spectre x C permettait de détecter 30 carbones dont un carbonyle (180 ppm) et deux
carbones d'une fonction alcène (125,3 ppm et 139,1 ppm). Le DEPT 135 a ensuite permis
d'affirmer que la double liaison était trisubstituée puisque un des carbones n'était pas
apparent (carbone quaternaire) et que l'autre avait un signal positif (CH et CH3 seulement).
Le spectre proton une dimension révélait quant à lui la présence de deux méthyles sur des
carbones adjacents puisque leur signal était sous forme de doublet. Les autres signaux ont
ensuite été assignés avec l'aide des spectres deux dimensions COSY, TOCSY, HSQC et
HMBC. L'identification de l'acide ursolique est de plus appuyée par l'analyse GC-MS d'un
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standard (acide ursolique, Sigma Aldrich) et en comparant les données RMN avec celle de
la littérature (Doddrell et al. 1974; Kriwacki et al. 1989; Seo et al. 1975).
HO
COOH
24 23
Figure 4 : Acide ursolique
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Récolte, séparation des différentes
structures anatomiques et broyages
du L. groenlandicum
ï
Extraction au méthanol à reflux
pendant 2 heures des tiges et des
feuilles de L. groenlandicum
Test d'activité anticancéreuse : IC-
50 de 43±1 sur les DLD-1 et de 65±8
sur les A-549 pour les branches
Extraction séquentielle du L.
groenlandicum au soxlhet avec
l'hexane, le diéthyl éther et le
méthanol afin de réduire la
complexité chimique
TLC preparative avec fraction ledum
éther; 11 fractions récoltés
Chromatographie sur colonne pour tenter
de séparer le composé majoritaire de la
bande 3 (probablement un triterpène
révélant rose avec l'acide sulfurique)
Fraction contenant le composé
majoritaire combiné et traité au
charbon activé pour éliminer tout
résidu de chlorophylle
Test d'activité antioxydante (ORAC) :
feuilles, 16 ± 2 umol TE/mg; tiges, 20 ± 2
umol TE/mg
Test d'activité antioxydante sur cellule :
inhibe l'oxydation de la DCFH induite par
le tBH de 73% pour les feuilles et de 78%
pour les tiges
Test d'activité antiinflammatoire :
inhibe le relâchement d'oxyde nitrique
dans les macrophages de type 264,7
stimulés au LPS de 28% pour les branches
et de 17% pour les tiges
Test d'activité anticancéreuse sur les 3
extraits de L. groenlandicum : seul la
fraction éther est active
Test d'activité anticancéreuse sur les 11
bandes de la TLC preparative : la bande
3 est la plus active
Séparation par TLC preparative et
isolation d'un composé pure
Identification de l'acide ursolique à
l'aide de la RMN et de la spectrométrie
de niasse
Figure 5 : Schéma expérimental menant à l'isolation de l'acide ursolique
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Activité antioxydante des extraits de L. groenlandicum et de l'acide ursolique
L'équipe de recherche de Owen a démontré qu'un extrait de feuilles de L.
groenlandicum possédaient une activité antioxydante indirect par l'inhibition de la xanthme
oxydase (Owen and Johns 1999). Par contre, l'activité antioxydante d'extrait de L.
groenlandicum n'a jamais été démontrée directement. Les résultats présentés dans l'article
(Dufour et al., 2006) montre l'efficacité des extraits de feuilles et de tiges de L.
groenlandicum en tant qu'antioxydant. L'activité antioxydante a été évaluée à l'aide de
deux tests, soit un test chimique (ORAC) et un test cellulaire. Les deux approches
consistent à évaluer la capacité d'un extrait ou d'un composé à inhiber l'oxydation d'une
sonde in vitro (ORAC) ou dans un contexte cellulaire (Ou et al. 2002; Legault et al. 2003).
Les deux extraits de L. groenlandicum ce sont montrés actifs in vitro en utilisant le test
ORAC. Leur activité était de 16 ± 2 umol TE/mg pour les feuilles et de 20 ± 2 umol TE/mg
pour les tiges. Cette activité est intéressante si on compare avec deux composés
phénoliques utilisés comme standard avec des valeurs ORAC de 13 ± 3 umol TE/mg pour
l'acide gallique et de 31 ± 3 umol TE/mg pour la quercétine. L'activité a également été
vérifiée par un test cellulaire dans lequel 0,1 (J.g/ml d'extrait de feuilles et de tiges
inhibaient l'oxydation de la DCFH induite par le tBH de 73% et 78% respectivement. En
comparaison, 0,25 (ag/ml de trolox et de quercétine inhibaient l'oxydation de la DCFH de
42% et 82% respectivement. Ces résultats supportent l'utilisation ethnopharmacologique du
L. groenlandicum contre des pathologies impliquant les ROS.
L'activité antioxydante de l'acide ursolique a ensuite été testée pour vérifier si celle-ci
pourrait expliquer, en partie, l'activité antioxydante des extraits de L. groenlandicum.
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L'activité sur cellule était intéressante avec une concentration minimale effective de 3
|ig/ml. En comparaison, la vitamine E, un autre antioxydant connu, n'est pas aussi actif
(concentration minimale effective de 6,89 ug/ml). Par contre, pour l'activité ORAC, l'acide
ursolique ne possédait pas d'activité significative (0,0086 uM Trolox / mg d'acide
ursolique). L'activité sur cellule laisse croire que l'acide ursolique peut jouer un rôle dans
l'activité observée pour l'extrait méthanolique de branches. Il est important de mentionner
que le test ORAC n'est pas très efficace pour tester des molécules hydrophobes comme
l'acide ursolique et qu'il ne tient pas compte du contexte cellulaire. De plus, dans le test sur
cellule, l'oxydation est effectuée par le tBH alors que pour le test ORAC, ce sont les
radicaux peroxyls qui jouent ce rôle. Les résultats des deux tests ne sont donc pas vraiment
comparables.
Activité anti-inflammatoire des extraits de L. sroenlandicum
II est connu dans la littérature que les ROS et les RNS sont impliqués dans plusieurs
maladies impliquant un processus inflammatoire (Beaurova and KBezek, 1999; Rahman,
2002; Horton, 2003). L'activité anti-inflammatoire a été évaluée en mesurant l'inhibition
du relâchement d'oxyde nitrique dans les macrophages murins 264,7 stimulés au LPS
(Green et al. 1990). L'inhibition était de 28% pour les branches et de 17% pour les feuilles
ce qui est comparable à la valeur (24%) du N-omega-nitro-L-arginine, un inhibiteur de
l'oxyde nitrique synthétase (Dufour et al., 2006). Cette activité pourrait être due à la
présence de composés phénoliques qui ont été détectés dans le L. groenlandicum (Dufour et
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al. 2006). Ces résultats supportent l'utilisation ethnopharmacologique du L. groenlandicum
dans le traitement de l'inflammation impliquant le NO et le péroxynitrite.
Activité antifongique et antibiotique des extraits de L. groenlandicum
L'activité antifongique et antibactérienne des extraits bruts de L. groenlandicum ont
également été évaluées. Les levures (C. albicans) et bactéries (E.coli, S aureus) ont été
incubées pendant huit heures à 37°C en présence ou en absence d'extraits. Le nombre de
levures et de bactéries a été quantifié à l'aide de la resazurin (To et al. 1995) et le
pourcentage de survie a été calculé pour chacune des concentrations testées. Les résultats
obtenus montrent que les extraits de branches et de feuilles de L. groenlandicum n'inhibe
pas la croissance d'E. coli, de S. aureus et de C. albicans.
REVUE DE LITTERATURE SUR L'ACIDE URSOLIQUE
L'acide ursolique dans le règne végétal
L'acide ursolique est un triterpène pentacyclique de la famille des cyclosqualenoide
(Cardenas et al. 2004). Il fut identifié pour la première fois par Trommsdorff en 1893 à
partir des feuilles de YArcotostaphylos uva ursi L. (Es-Saady et al. 1994). Plusieurs dérivés
de l'acide ursolique ont été identifiés dans le règne végétal (Novotny et al. 2001). L'acide
ursolique est un metabolite secondaire (Novotny et al. 2001); les terpènes constituent
d'ailleurs un des groupes principaux de metabolites secondaires. Dans la plante, il semble
jouer un rôle défensif contre les herbivores et différentes formes de pathogènes. On le
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retrouve naturellement dans une quantité impressionnante de plante d'origine très variée
incluant Calluna vulgaris, Rosmarinus officinalis, Sambucus chinesis et Tripterospermum
taiwanense pour ne nommer que celles-là. Il est également courant dans les cires recouvrant
la pelure des pommes, des poires et d'autres fruits.
Plusieurs plantes contenant l'acide ursolique étaient utilisées dans la médecine
traditionnelle en tant qu'anti-inflammatoire, analgésique, cardiotonique, hépatoprotecteur,
etc. (Liu 1995). La science moderne a permis d'identifier l'acide ursolique comme étant le
principe actif dans plusieurs de ces cas En quelques années seulement, plusieurs équipes de
recherche ont démontré que l'acide ursolique possédait un effet antitumoral, antibactérien,
anti-inflammatoire, anti-HIV, répulsif, anti-hyperlipidémique, antipyrétique, antidiabétique,
antiathérosclérose, antiulcéreux et hépatoprotecteur.
Activité anticancéreuse de l'acide ursolique
L'activité anticancéreuse de l'acide ursolique et son mécanisme d'action ont fait l'objet
de plusieurs publications. L'acide ursolique a d'ailleurs déjà été recommandé dans la lutte
contre le cancer de la peau au Japon (Muto et al. 1990). Plusieurs de ces publications seront
résumées ici.
Kim et al. ont travaillé sur Oldenlandia diffusa, une plante de la famille des rubiacées
retrouvée dans le nord-est de l'Asie et couramment utilisée dans la médecine traditionnelle
chinoise pour ces propriétés contre les rhumatismes, l'arthrite et l'appendicite. Un extrait
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méthanolique de la plante en question, actif sur plusieurs lignées cancéreuses, a ouvert la
voie à d'autres expérimentations. Une isolation guidée par l'activité a permis l'isolation de
l'acide ursolique en tant que composé actif (0,15% de rendement). Comme l'extrait
méthanolique, l'acide ursolique démontrait une activité in vivo et in vitro. Sur cellule, l'ICso
de l'acide ursolique se situait entre 3,6 et 4,9 ug/ml tandis que la durée de vie de souris
portant un sarcome-180 était doublée. L'acide ursolique serait actif via un processus
apoptotique (Kim et al. 1998).
En 1997, l'équipe de Baek a également travaillé sur l'apoptose provoquée par l'acide
ursolique sur les cellules cancéreuses. Ils se sont penchés sur la concentration intracellulaire
de Ca2+ alors qu'une augmentation de celle-ci est considérée comme un médiateur de
l'apoptose. Il semble que des cellules HL-60 traitées avec l'acide ursolique à 10 ^M
présentent une augmentation initiale importante de la concentration de calcium
intracellulaire suivie d'une augmentation constante sur une période de 100 secondes. Ces
cellules présentaient un pourcentage de viabilité significativement plus bas que celles non
traitées à l'acide ursolique. Les chercheurs ont également vérifié l'effet de quatre
inhibiteurs du relâchement du calcium sur la viabilité des cellules traitées à l'acide
ursolique. La viabilité des cellules augmente de beaucoup après l'application d'inhibiteurs
du relâchement du calcium. Ces résultats suggèrent que le calcium est lié à l'apoptose induit
par l'acide ursolique. Dans le noyau, le calcium activerait une endonucléase qui a la
propriété de cliver l'ADN double brin au niveau des nucléosomes ce qui induit l'apoptose
(Baekeia/. 1997).
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En 2000, Kim et al. ont rapporté que l'inhibition de la replication de l'ADN pourrait
expliquer l'activité pro-apoptotique de l'acide ursolique. Les expériences effectués par Kim
et al (2000) ont permis de démontrer que l'acide ursolique induisait le relâchement du
cytochrome c dans le cytosol et l'activation de la caspase-3. En présence d'ATP, le
cytochrome c forme des complexes avec la caspase-3 et d'autre type de caspase qui clive le
substrat (poly(ADP-ribose) polymerase, ADN, etc.) et provoque ultimement l'apoptose.
L'acide ursolique a également montré la capacité de bloquer le cycle cellulaire en Go/Gi.
L'inhibition du cycle cellulaire serait provoqué par une augmentation de l'expression de la
protéine inhibitrice de Cdk, la protéine p21 (Kim et al. 2000).
Une vaste étude menée par Hsu et al. en 2004 a donné d'autres indices sur le mécanisme
d'action de l'acide ursolique menant à l'apoptose. En plus de reprendre des éléments déjà
mentionnés plus haut, ils ont démontré la participation du système de Fas/FasL dans
l'apoptose causée par l'acide ursolique. La liaison des ligands Fas sur le système Fas/APO-
1 induit la trimérization de ce récepteur ce qui active la cascade des caspases impliquées
dans l'apoptose. Les résultats montrent que le niveau des deux types de ligands connus
(ceux lié à la membrane et les ligands solubles) baissait après traitement à l'acide ursolique
dans les cellules de cancer du poumon. Le traitement à l'acide ursolique a également eu
comme effet la diminution de l'expression des facteurs antiapoptotiques (Bcl-2, BCI-XL,
Bcl-W) accompagnée d'une augmentation des facteurs proapoptotiques (Bax, Bad, Bak,
Bok/MTD, Bcl-Xs, NOXA) (Hsu et al. 2004).
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L'équipe de recherche de Hsu a travaillé sur l'activité anticancéreuse de l'acide
ursolique et de l'acide oléanolique isolés de deux plantes chinoises soit Hedyotis
corymbosa (L.) et Hedyotis diffusa Willd.. Ils se sont penchés plus spécifiquement sur
l'inhibition de la croissance des tumeurs (sarcome-180) et sur la dégradation du système
hématopoïétique induit par les radiations. L'acide ursolique a démontré un effet inhibiteur
marqué sur les tumeurs implantées sous la peau des souris, au niveau du fémur. Il a
également provoqué un retour à la normale du nombre de leucocytes après irradiation du
corps par des rayons gamma. Cette augmentation serait due à une régénération de cellules
précurseurs de la moelle osseuse. Cette régénération serait quant à elle due au relâchement
de facteur de stimulation de colonies de type granulocyte/macrophage qui induit la
prolifération ou la differentiation des cellules pro-génitrices hématopoïétiques (Hsu et al.
1997).
Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes impliquées dans le métabolisme des
acides gras, du cholestérol et des stéroïdes. Ils jouent également un rôle dans le
métabolisme de plusieurs xénobiotiques comme les drogues, les carcinogènes et les
polluants environnementaux. En fait, ces enzymes activent des procarcinogènes, elles sont
donc une cible de choix pour la prévention du cancer. Kim et al. ont d'ailleurs travaillé sur
l'inhibition de ces enzymes par l'acide ursolique et l'acide oléanolique. Les résultats
montrent que l'acide ursolique inhibe les réactions catalysées par CYP2C19, mais n'a
aucun effet sur les autres CYP. Ceci suggère donc que l'acide ursolique interfère avec les
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drogues métabolisées par CYP2C19. Par contre, la littérature ne montre aucun lien entre la
formation de cancer et ce cytochrome (Kim et al. 2004). L'inhibition des CYP joue
également un rôle dans l'inhibition des dommages causés au foie (Zhang and Liu 1984).
La formation de nouveaux vaisseaux sanguins ou angiogénèse est un processus
étroitement contrôlé au cours du développement embryonaire. L'angiogénèse est nécessaire
à la progression et à la dispersion des cellules cancéreuses (métastase). Les composés anti-
angiogènes qui inhibent ce processus sont donc intéressants dans la lutte contre le cancer.
Cardenas et al. ont étudié l'effet de l'acide ursolique sur le développement des vaisseaux
sanguins. Ils ont d'abord testé l'inhibition de la formation de vaisseaux dans des œufs. Les
résultats montrent que l'acide ursolique, à une concentration de 50 uM, inhibe
l'angiogénèse dans 100 % des cas. Ils se sont ensuite penchés sur l'inhibition des cellules
endothéliales du système sanguin. L'acide ursolique inhibe la formation des cellules avec
un IC50 de 13 uM ce qui est comparable aux résultats obtenus pour d'autres agents anti-
angiogéniques connus comme le resveratrol, la quercetine et l'humulone (Cardenas et al.
2004). Les résultats de Cha et de ses collaborateurs montrent que l'acide ursolique possède
également une activité anti-invasive sur les fibrosarcomes humains de type HT-1080.
L'acide ursolique inhibe également la formation des capillaires en empêchant la
differentiation des cellules endothéliales et ce à une concentration non cytotoxique de
15 uM(Chaeia/. 1996).
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Activité antioxydante de l'acide ursolique
On retrouve quelques éléments concernant l'activité antioxydante de l'acide ursolique
dans la littérature. Andrikopoulos et al. ont récemment testé l'efficacité de résines
provenant de plantes grecques ainsi que quelques composés purs isolés de celles-ci sur
l'oxydation des LDL in vitro. Chez l'humain, les lipoprotéines de faible densité (LDL) sont
les principaux transporteurs du cholestérol vers les tissus et elles sont impliquées dans la
déposition du cholestérol dans les tissus endothéliaux ce qui provoque, à long terme, des
maladies cardio- vasculaires (Goldstein and Brown, 1997). Une modification des LDL due
à l'oxydation semble favoriser le phénomène d'athérosclérose et entraîne une augmentation
du risque de maladie cardio-vasculaire. L'acide ursolique s'est révélé comme un des
composés les plus efficaces vu qu'il présente un pourcentage de protection contre
l'oxydation de 69,4 % à une concentration de 20 uM. Par contre, aucun des composés
testés lors de cette série de test n'est arrivé à égaler l'activité de la résine de Pistacia
lentiscus var. Chia qui était de 75,3 % (Andrikopoulos et al. 2003).
L'équipe de Hung a récemment travaillé sur l'activité antioxydante d'extrait d'une
plante chinoise : Mesaonaprocumbens Hemsl. L'activité antioxydante de cette plante ayant
déjà été démontrée, l'objectif était de tenter d'identifier le ou les composés responsables de
l'effet antioxydant. Après une isolation guidée par l'activité, ils ont isolé l'acide ursolique
en plus de trois autres composés dans la fraction acétate d'éthyle. De ces quatre composés,
l'acide ursolique a présenté le meilleur potentiel d'inhibition (38 %) mais ce résultat
s'éloigne beaucoup de celui obtenu pour l'extrait brut de 93 % d'inhibition (Hung et al
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2002). Cette grande différence peut être attribuée à la présence de composés mineurs très
actifs dans l'extrait brut ou encore à une synergie entre les différents composés présents
dans l'extrait.
On sait depuis longtemps que la présence de radicaux libres peut entraîner des
dommages cellulaires potentiellement à la source de la formation de divers types de cancers
(Swartz 1978). La présence de produit ayant la capacité de neutraliser ces radicaux libres
peut réduire ces dommages cellulaires. Balanerhu et Nagarajan ont testé la capacité de
protection de l'acide ursolique et de l'acide oléanolique sur la péroxydation lipidique
induite expérimentalement. Les résultats montrent que l'acide ursolique réduit de 60% la
péroxydation lorsque qu'il est administré avant l'exposition à l'agent induisant la
péroxydation. Ceci est possiblement explicable par le fait que l'acide ursolique possède la
capacité de capter les molécules de fer maintenant ainsi le système ADP-fer dans un état
réduit ce qui pourrait expliquer pourquoi, dans notre cas, l'acide ursolique est active sur
cellule (chelateur d'ions ferriques) et non sur ORAC. Lorsque l'acide ursolique est
additionné au système après le pro-oxydant, une certaine inhibition est observée, mais rien
de comparable avec la pré addition. Dans ce cas, l'acide ursolique préviendrait des
dommages supplémentaires en captant de nouveaux radicaux libres sans toutefois inverser
les dommages déjà causés (Balanerhu and Nagarajan 1991).
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Activité anti-inflammatoire de l'acide ursolique
L'activité anti-inflammatoire observée pour les extraits bruts pourrait également être
expliquée en partie par l'acide ursolique en se basant sur la littérature. En effet, Fan et al.
ont étudié l'effet de l'acide ursolique isolé de Terminalia catappa en tant qu'anti-
infiammatoire. Cette plante avait déjà démontré une activité anti-inflammatoire et elle était
utilisée pour le traitement de la dermatite et de l'hépatite dans la médecine traditionnelle.
L'activité anti-inflammatoire a été mesurée en mesurant l'inhibition de l'œdème induit par
le ^-O-tetradecanoylphorbol-lS-acetate (TPA) sur une oreille de souris. Le pourcentage
d'inhibition obtenu correspond à la différence de masse entre l'œdème traité à l'acide
ursolique par rapport au témoin traité à l'acétone. Les résultats montrent une grande
efficacité de l'acide ursolique (0,3 mg/oreille) qui inhibe 50% de l'inflammation ce qui se
rapproche beaucoup du standard d'indométacine (0,3 mg/oreille) qui provoque 57%
d'inhibition. L'application de TPA active la protéine kinase 3 amenant l'érythème,
l'oedème et l'infiltration de leucocyte. Cette infiltration produit une augmentation de
l'activité de la myeloperoxidase dans le tissu touché; une inhibition de son activité est donc
un signe d'une activité anti-inflammatoire ce qui a été démontré ici pour l'acide ursolique.
L'acide ursolique est donc en partie responsable de l'activité anti-inflammatoire de T.
catappa (Fan et al. 2004).
Costa et al. ont également travaillé sur l'activité anti-inflammatoire de l'acide ursolique.
La plante d'origine pour leurs travaux était la Bouchea fluminensis originaire du Brésil.
L'œdème était cette fois produit par la carragénine, l'histamine ou la sérotonine. Un
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mélange d'acide ursolique, d'acide oléanolique et d'acide micromérique a efficacement
inhibé l'œdème induit par la carragénine et par la sérotonine ce qui concorde avec les
résultats précédemment énoncés. Par contre, Costa cite des mécanismes d'action différents
de ceux de Fan (Fan et al. 2004) pour expliquer l'activité. L'inhibition de la lipoxygénase
et de la cyclo-oxygénase ou de l'élastase pourrait être à l'origine de l'activité. D'un autre
côté, les effets inhibiteurs de plusieurs triterpènes pentacycliques dont l'acide ursolique
dans ce type de test peuvent être annulés par la progestérone, l'actinomycine D et la
cyclohesimide. Ceci suggère donc qu'ils induisent un effet via l'activation des récepteurs
des glucocorticoïdes, ainsi que par la synthèse de l'ARNm et des protéines (Costa et al.
2003).
Trevoa trinervis est utilisé depuis longtemps dans la médecine traditionnelle chilienne
pour traiter l'inflammation due aux brûlures et aux coupures (Delporte et al. 1997). Un
fractionnement guidé par l'activité anti-inflammatoire a permis d'isoler les acides
bétulinique, ursolique et oléanolique comme étant les principaux composés actifs de la
fraction dichlorométhane de cette plante.
Activité antifongique de l'acide ursolique
Pour ce qui est de l'activité antifongique de l'acide ursolique, le seul élément retrouvé
dans la littérature expose l'activité de dérivés glycosidiques de l'acide ursolique. Deux
composés, soit le (3-gentobioside et le P-maltotrioside flanqué du méthyle ursolate sont les
seuls composés présentant une activité avec des IC50 respectifs de 5,9 et 9,4 uM contre
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Trichophyton mentagrophytes. L'acide ursolique n'était pas actif avec une IC50 de plus de
220 uM (Takechi and Tanaka 1993). Nos résultats pour l'inhibition de Candida albicans
concordent avec ceux de ces auteurs, l'acide ursolique présentant une IC50 de plus de
200 uM.
CHAPITRE 4
CONCLUSION
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L'objectif scientifique de ce projet était d'étudier l'activité biologique du L.
groenlandicum. Cette plante était couramment utilisée dans la médecine traditionnelle
amérindienne pour traiter diverses pathologies comme l'asthme, l'arthrite, les brûlures et
les rhumatismes. Ces maladies impliquent tous un processus inflammatoire et l'oxydation
des biomolécules comme les protéines et les lipides. Les activités antioxydante et anti-
inflammatoire du L. groenlandicum ont donc été testées en plus des activités
anticancéreuse, antibiotique et antifongique.
Les extraits des tiges et des feuilles de cette espèce montraient une activité antioxydante
autant par un test chimique (ORAC) que cellulaire. L'activité anti-inflammatoire des deux
extraits était significative avec des valeurs comparables au témoin. Ces résultats supportent
son utilisation ethnopharmacologique. Finalement, l'extrait méthanolique des tiges de cette
espèce montrait une activité anticancéreuse intéressante sur les carcinomes du colon et du
poumon. Par contre, les extraits se sont montrés inactifs pour le potentiel antibiotique et
antifongique.
Une isolation guidée par l'activité anticancéreuse entre chaque étape a permis d'isoler
l'acide ursolique en tant que principe actif. La chromatographie sur colonne sur gel de
silice et la chromatographie sur couche mince preparative ont été les deux méthodes
principalement utilisées pour l'isolation. L'acide ursolique, isolée pour la première fois à
dans le L. groenlandicum, est bien connue dans la littérature puisqu'on lui attribue des
activités anticancéreuse, anti-inflammatoire, anti-HIV, anti-ulcéreuse, etc. Cette molécule
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pourrait expliquer, du moins en partie, l'activité anticancéreuse observée. De plus, l'activité
anti-inflammatoire de l'acide ursolique a été démontrée par plusieurs groupes de recherche.
La présence de l'acide ursolique dans le L. groenlandicum pourrait donc en partie expliquer
son efficacité pour traiter l'inflammation.
CHAPITRE 5
PERSPECTIVES
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Dans le cadre de cette étude, nous avons démontré l'activité antioxydante, anti-
inflammatoire et anticancéreuse du L. groenlandicum. L'acide ursolique isolé de cette
plante pourrait expliquer, en partie, l'activité anti-inflammatoire et anticancéreuse de la
plante. Cependant, l'acide ursolique ne semble pas responsable de l'activité antioxydante
(ORAC). Il serait donc intéressant d'identifier les principaux composés responsables de
cette activité en effectuant une isolation guidée par celle-ci.
Le L. groenlandicum ayant fait l'objet de très peu d'étude scientifique, la composition
chimique de cette plante reste à détailler. Ceci permettrait peut-être de découvrir des
composés inconnus possédant un intérêt pharmacologique. Une recherche comme celle-ci
se devrait de débuter par la caractérisation des grandes familles chimiques retrouvées dans
la plante par des tests colorimétriques et des TLC. D'autres parties de la plante (racine,
fleur, bourgeon) pourraient également être étudié. Ce genre d'étude corrélée avec une étude
des composés chimiques du sol associés au lédon pourrait peut-être aider à répondre à
quelques questions sur l'allélopathie puisque cette plante a été étudiée dans le cadre de cette
problématique.
Il serait également intéressant de vérifier la variation de l'activité et du contenu en acide
ursolique du L. groenlandicum en fonction de la saison, de la date et du lieu de récolte. Les
travaux de maîtrise de Belleau (Belleau 1990) mentionnent d'ailleurs que la composition
chimique de l'huile essentielle de cette plante tend à varier au courant de la saison estivale.
D'autres méthodes d'isolation pourraient également être testées dans le but d'augmenter le
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rendement d'isolation de l'acide ursolique. Il serait par exemple intéressant de travailler
directement sur l'extrait brut en le fractionnant par extraction liquide/liquide. Une
macération sans chauffage serait également à faire pour vérifier l'effet du chauffage sur le
contenu de l'extrait. De plus, certaines méthodes de synthèse pourraient être appliquées à
l'acide ursolique dans le but d'améliorer ses propriétés pharmacologiques. Par exemple,
l'ajout d'un groupement polaire pour former un glycoside d'acide ursolique serait
envisageable.
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CHAPITRE 7
ANNEXES
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Figure 6 : Spectre de résonance magnétique nucléaire proton d'un inconnu isolé du Ledum
groenlandicum Retzius
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Figure 7 : Spectre de résonance magnétique nucléaire carbone d'un inconnu isolé du
Ledum groenlandicum Retzius
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Tableau 3
Position
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
Résultats des données RMN pour l'acide ursolique
Se (ppm)
38,8
27,9
77,9
39,2
55,6
18,6
33,4
37,1
47,8
39,7
23,4
125,3
139,1
42,3
30,9
24,7
47,8
53,4
39,3
39,2
28,5
37,3
28,6
16,4
17,3
15,5
23,7
180,0
17,3
21,2
8H (ppm)
1,59
1,86
3,49
-
0,90
1,60
1,59
1,39
1,39
-
1,67
-
1,97
5,51
-
-
1,49
2,15
1,41
2,03
-
2,67
1,51
1,02
2,37
2,00
1,27
1,05
1,08
0,92
1,26
-
1,03
0,98
Multiplicité
CH2
CH2
CH
C
CH
CH2
CH2
C
CH
C
CH2
CH
C
C
CH2
CH2
C
CH
CH
CH
CH2
CH2
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
C
CH3
CH3
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Figure 8 : Spectre de masse d'un standard d'acide ursolique
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Figure 9 : Spectre de masse d'un inconnu isolé du Ledum groenlandicum Retzius

